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RESUMO 
O objetivo deste trabalho foi pesquisar o potencial de monoterpenos para controle de 
Escherichia coli.  A concentração mínima inibitória foi determinada através da técnica de 
Disco-Difusão, utilizando a cepa E. coli ATCC 25922. O limoneno apresentou inibição em 
todas as concentrações, mas os valores de formação de halo foram inferiores aos valores do 
citral. Com este trabalho pôde-se perceber que a bactéria E. coli foi sensível para ambos 
monoterpenos utilizados, e, mesmo em pequenas concentrações, são eficientes 
antimicrobianos, entretanto, esses resultados são preliminares, outras metodologias serão 
testadas a fim de comprovar a atividade antibacteriana. 
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ABSTRACT 
The objective of this work was to research the potential of bioactive monoterpenes for 
Escherichia coli control. The minimum inhibitory concentration was determined using the 
NCCLS Disc Diffusion, using the E. coli ATCC 25922 strain. The limonene was inhibited at all 
concentrations but halo formation was lower than citral. With this work it was possible to realize 
that the E. coli bacteria was sensitive for both monoterpenes used, and even in small 
concentrations, are efficient antimicrobials, however, these results are preliminary, other 
methodologies will be tested to the end to prove antibacterial activity. 
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INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 
 As plantas apresentam diversas vias metabólicas secundárias que levam à formação 
de compostos metabólicos que são relatados como antibacterianos, repelentes, 
antifúngicos, antioxidantes e até mesmo antinflamatórios. O conjunto de compostos 
secundários nas plantas é resultado do balanço entre a formação e eliminação desses 
 
compostos durante o crescimento da planta, dentre eles, estão os óleos essenciais.  
Os metabólitos secundários, são compostos por uma mistura de moléculas orgânicas 
que estão presentes em diversas concentrações. Os óleos essenciais possuem compostos 
majoritários, sendo que a maioria fenilpropanoides e terpenoides. Desses, os terpenoides 
mais encontrados são os monoterpenos que se apresentam em 90% dos óleos voláteis e 
os sesquiterpenos. (SIMÕES E SPITIZER, 2004) 
Os compostos que mais se destacam são os majoritários, como o citral, formado por 
uma mistura de geranial e neral, é encontrado em plantas como o Cymbopogon citratus 
(capim limão) e tem propriedades como a ação antimicrobiana, que foi relatada frente às 
cepas de Staphylococcus aureus meticilina resistente, Penicillium italicum e Rhizopus 
stolonifer, em trabalho no qual os autores utilizaram o método de difusão em ágar (SADDIQ 
E KHAYYAT, 2010) 
O limoneno é o composto majoritário dos óleos essenciais provenientes de frutos 
cítricos, sendo encontrado em concentrações de aproximadamente 58% na cromatografia 
do óleo citrus. Considerado geralmente seguro para uso como agente aromatizante e 
conservante de alimentos (GRAS) (SUN, 2007). Atividades antimicrobianas já foram 
descritas com diferentes espécies de microrganismos relacionados à alimentação, como 
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica, Saccharomyces 
bayanus (CHIKHOUNE, Et al., 2013; SETTANNI et al., 2012).  
Entre os microrganismos de importância em alimentos, pecuária e saúde pública está 
Escherichia coli, que é uma bactéria em forma de bastonete, Gram negativa, pertencente 
a família Enterobacteriacea e habitante do intestino humano e de animais. A E coli que 
habita o intestino humano não é patogênica, é extremamente importante para o bom 
funcionamento do intestino. No entanto, dependendo da situação do sistema imunológico 
ou do local em que ela se encontra, pode causar infecções de leves à graves. 
De acordo com Camargo e Suffredini (2015), o setor da avicultura industrial brasileira 
considera E. coli um importante agente infeccioso, capaz de provocar inestimáveis 
prejuízos econômicos.  A colibacilose aviária é uma infecção extra intestinal que acomete 
galinhas, perus e patos, mas eventualmente podem contaminar gansos, pássaros 
domésticos e selvagens, apresenta alta morbidade e a bactéria alastra-se rapidamente 
pelo corpo, ocasionando frequentemente quadros de septicemia, levando as aves a óbito 
(CAMARGO E SUFFREDINI, 2015).  
Dado o exposto, este trabalho objetivou pesquisar a potencialidade de monoterpenos 
bioativos para controle de Escherichia coli a partir da determinação da concentração 







Todas as análises foram realizadas no Laboratório de Biologia do IFC- Campus 
Concórdia. A concentração mínima inibitória dos compostos foi determinada através da 
técnica de Disco Difusão conforme NCCLS (M7-A6) (NCCLS, 2003) com modificações. Os 
testes foram realizados em triplicata com três repetições. Foi utilizada a cepa Escherichia 
coli ATCC 25922, a qual foi inoculada em meio BHI e incubada por 18-24h em temperatura 
de 36°C.  
Após o tempo de incubação, foi padronizada uma alíquota da suspensão 
 
bacteriana utilizando leitor Elisa com comprimento de onda de 550nm para a obtenção 
da densidade óptica (DO) da suspensão. O valor de DO encontrado foi aplicado na 
fórmula da curva de calibração da bactéria para encontrar-se o volume de suspensão 
bacteriana que deveria ser utilizado para o inóculo padronizado. A solução foi 
homogeneizada e semeada utilizando swab estéreis em placas de Petri de 140 mm 
contendo ágar BHI onde, em seguida, foram inseridos 10 discos de papel filtro com 5 
mm de diâmetro.  
Cada composto a ser testado foi diluído em álcool etílico absoluto (PA) nas 
concentrações 0,39; 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12,5; 25 e 50%. Foram utilizados o 
hipoclorito e o álcool PA como controles. Posteriormente, utilizando micropipeta, foram 
adicionados 5 uL de cada concentração nos discos de papel filtro devidamente 
identificado e as placas ficaram reservadas durante o tempo necessário para a 
solução não escorrer. As placas semeadas foram incubadas invertidas a 37°C/24h em 
BOD. Após esse período, nas concentrações onde houve formação de halo inibitório, 
realizou-se a medição e obteve-se a média e desvio padrão, para a confecção de 
gráficos no programa GraphPad Prism 7. 
 
RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
 
 Com a medição dos halos, obtenção de média e desvio padrão foi possível 
obter gráficos, ilustrados nas figuras 1 e 2, onde é possível perceber que todos 
compostos utilizados apresentaram atividade frente à bactéria e as diferenças entre 
cada monoterpeno testado. 
Não ocorreu formação de halo inibitório em nenhum dos controles negativos 
utilizados, mostrando que a eficiência inibitória encontrada nas concentrações foi 
unicamente dos compostos monoterpênicos, não sofrendo alteração por parte do 
álcool PA. Além de demonstrar que os compostos citral e limoneno são mais eficientes 
em comparação ao hipoclorito, que já é utilizado como sanitizante. 
O composto que apresentou maior eficiência foi o citral, onde a concentração 
mínima inibitória encontrada foi de 0,39%. Houve formação de halo em todas as 
concentrações, entretanto a mais significativa foi encontrada na concentração 6,25%.   
O limoneno também apresentou formação de halo significativa, entretanto em 
nenhuma das concentrações superou os encontrados nos testes com o composto 
citral. A maior inibição foi encontrada na concentração 1,56%, que é inferior à média 
de halo encontrada na menor concentração do citral. 
De acordo com Bona et. al. (2014), para o teste de difusão em disco são 
considerados com atividade inibitória os halos com diâmetro ≥ 6 mm. Levando em 
conta este dado, o teste com o citral obteve atividade inibitória em todas as 
concentrações, diferente do limoneno, que em 4 de suas concentrações obteve 

















De acordo com um estudo de Santos et al. (2009), o citral apresentou ação 
antimicrobiana contra bactérias, tanto Gram-positivas, como o Staphylococcus 
aureus, como também Gram-negativas, a exemplo da Pseudomonas aeruginosa e da 
Escherichia coli, tais resultados demonstram ser um composto eficiente, sugerindo ser 
responsável pela ação antimicrobiana encontrada em óleos essenciais de plantas do 
gênero Cymbopogon, por exemplo, no qual é componente majoritário. 
  É de grande importância salientar que os resultados obtidos são apenas de 
Figura 1. (A) Concentrações de citral contra Escherichia coli ATCC 25922 e valores de halos 
de inibição. (B) Imagem ilustrativa de placas com tratamento com álcool etílico PA, hipoclorito 
4% e citral (considerando da esquerda para direita) 
Figura 2. (A) Concentrações de limoneno contra Escherichia coli ATCC 25922 e valores 
de halos de inibição. (B) Imagem ilustrativa de placas com tratamento com álcool etílico 






ordem preliminar, podendo encorajar a posteriores análises e elaboração de novos 





 Através da determinação da CMI dos compostos, foi possível perceber que a 
bactéria Escherichia coli foi sensível para ambos compostos utilizados e que mesmo 
em pequenas concentrações os monoterpenos possuem atividade como 
antimicrobianos. Também se percebeu que o citral foi o antimicrobiano mais eficaz, e 
obteve maior capacidade como antimicrobiano, superando o encontrado nos testes 
utilizando o limoneno, até mesmo em sua menor concentração. Tal resultado sugere 
que o citral pode ter uso viável para composição de novos produtos e sanitizantes 
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